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第一章緒論
 ヘモグロビン(Hb)は広く脊椎動物の赤血球中に含まれ,分子状酸素の運搬にあずかるヘムタンパク質
 である。その中でも,ヘモグロビンA(HbA)は成人血液の主成分でα2β2の四量体から構成されている。
 なお,α鎖は141個の,β鎖は146個のアミノ酸残基からなっている。
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 ところで,Hbはその可逆的な酸素化の過程で容易に自動酸化され,ヘム鉄の原子価が三価の状態のメ
 ト型となり,酸素結合能を失ってしまう。しかし,ここで生成したメト型のヘモグロビン(metHb)は,
 赤血球中に存在するメトヘモグロビン還元酵素によって,再び二価鉄の状態に還元されるので,血液中で
 のmetHbの蓄積量は約1%前後に抑えられている。
oxyge11&tion
 HbFe(H)+02≒HbFe(互亙)つ2
{
(1)
autoxidation
reduct1011_
metHbFe(m)+02
 従って,式(1)で示すように,生体中でのHb分子は“oxygenation-autoxidation-reduction"のサイ
 クルをダイナミックに繰り返しながら,その機能を発現しているものと考えられる。
 さて,Hbの各サブユニットには,その生理機能を発現する上で重要な役割を果たすと考えられる二種
 のヒスチジン残基(His)が含まれている。その一つはヘム鉄をタンパク質部分に結び付けている近位の
 His(α一87とβ一92)で,他の一つは,ヘム鉄をはさんで,これとは反対側に位置する遠位のHis(α一58
 とβ一63)である。この遠位His残基の役割に関しては,単量体に相当するミオグロビン(Mb)につい
 て,次のようなことが明らかになっている。まず,ヘム鉄の第六配位座に結合した酸素分子との間に水素
 結合を形成して,それをはさみ込むような形で安定化させている作用であるが,その一方ではヘム鉄の自
 動酸化反応にも大きな役割を演じていることが報告されている。
 ところで,これまでのHbに関する研究は,酸素分子の結合解離に関するものが中心であった(式(1)参
 照)。これに対して,本研究の中心課題であるHbの自動酸化反応については未だ不明な点が多い。1973
 年にMansouriとWinterhalterは,HbAの自動酸化反応には速い速度成分と遅い速度成分がみられる
 こと,そしてα鎖の方がβ鎖より約10倍も自動酸化しやすいことなどを報告している。しかしその一方で
 は,両鎖の自動酸化速度に何らの差異も認められないとする報告もある。また,!991年Zhangらは,HbA
 がα2β2からαβダイマーへ開裂すると,自動酸化速度が著しく増大するとの見解を発表している。
 本研究ではこれらの争点を明らかにするために,まず,HbAの自動酸化反応に及ぼす諸因子をMbの
 場合と比較しながら解析した(第二章)。次に,HbAの自動酸化反応をpH5からpm1までの広い領域
 にわたって観測し,α鎖とβ鎖の二つの速度成分に分離してみると,そのpH依存曲線は全く異なる形状
 を示すことがわかった(第三章)。最後に,HbA分子中でのα鎖とβ鎖の反」芯性の違いを明らかにするた
 め,遠位His残基の役割に注目しながら速度論的考察を行い,その結果をx線結晶構造解析のデータと
 比較した(第四章)。
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 第二章HbAの自動酸化反応に及ぼす諸因子の解析
 Hbが酸素分子を可逆的に結合できるのは,そのヘム鉄の原子価が二価のときだけである。しかし,こ
 こで形成されたオキシ型のヘモグロビン(HbO2)は決して安定ではなく,結合酸素の強い酸化力によっ
 て容易に酸化され,その結果0百の放出を伴って,ヘム鉄の原子価が三価の状態のメト型(metHb)とな
 り,酸素結合能を失ってしまう(式(1)参照)。
 そこで本章では,Hbの自動酸化反応に影響を及ぼす諸因子をMbの場合と比較しながら検討すること
 とした。まず,ヒトの血液から赤血球を集め,それを溶血した後,硫安分画とDEAE-celluloseカラムク
 ロマトグラフィーなどを行って,オキシ型のHbAを単離精製した。その際,標品中に混在する二価金属
 イオンがHbO2の自動酸化速度を著しく促進することがわかったので,それを除去するためには,1mM
 程度のEDTAを反応混液中に添加することが必要であった。次に35℃,pH6.5,1mMEDTA存在下で
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{ HbO2の自動酸化速度を測定すると,その一次反応曲線は顕著な二相性を示し,速い速度成分(んf)と遅
 い速度成分(ん,)からなることがわかった。そして,PCMBを使用した分離実験から,それらはα鎖とβ
 鎖の自動酸化速度に対応することがわかった。
 ところでHbO2は,その濃度を順次希釈していくと,α2β2からαβダイマーへと開裂するが,その際
 の自動酸化速度はα鎖に対応する価値のみが次第に増大し,単量体であるMbO2の速度に匹敵するほど
 の大きさになる。これに対して,β鎖の自動酸化速度に対応する1君、値はヘム濃度を!×10一3Mから3.2×
 10-6Mにまで希釈しても,ほぼ一定の値を示した。
 一方,αβダイマーへの解離を引き起こす中性塩のKC1を用いて,ヘム濃度の希釈と同様な効果が再現
 できるか否かを検討した。その結果,高濃度のKClを添加しても,β鎖の自動酸化速度には開裂による
 影響は認められないが,Cl一イオンが特異的に結合することによって,β鎖の自動酸化速度は著しく増大
 することがわかった。また,2,3-DPGの効果を調べたが,α鎖に対応する/¢f値のみをゆるやかに上昇
 させるにすぎなかった。
 さらに,HbO2の自動酸化反応をpH8.5とpHlO.0のアルカリ領域で調べてみると,pH6.5でみられた
 ような二相性は消失し,ヘム濃度の希釈効果も認められなかった。このように,HbO2中のα鎖とβ鎖の
 自動酸化速度は,溶液のpHやHb分子の開裂状態,さらに2,3-DPGやCrイオンなどの諸因子によっ
 て,様々な影響を受けることが明らかになった(TsurugaandShikama,1997)。
 第三章HbAの自動酸化反応の速度論的解析:α鎖と阜鎖の違い
 哺乳動物のオキシミオグロビン(MbO2)を用いて行われてきたこれまでの速度論的・熱力学的研究に
 よると,その自動酸化反応(式(1)参照)の実態は極めて複雑で,MbO2からスーパーオキシドアニオン
 (O巨)が自発的に解離するというような単純なものではない。その分子機構は,まずヘムポケット内に侵
 入してきたH20分子やOH一イオンがMbのFe(H)一〇2中心を求核的に攻撃して,結合酸素を0壱の形で
 放出する。その結果,ヘム鉄の原子価は二価から三価となり,第六配位座はH20分子あるいはOH㎝イオ
 ンに置き換わって,結局,aqua-me七Mbあるいはhydroxide-metMbとなるのである。そしてこの際,
 遠位His残基を介しての「プロトン・リレー機構」による酸触媒過程が,自動酸化反応に中心的な役割
 を演じていることも明らかになっている(Shikama,1988)。
 ところで第二章では,HbAの自動酸化反応に影響を及ぼす諸因子について詳細に検討してきた。その
 結果,HbAを構成するα鎖とβ鎖とで,自動酸化に対する反応性は大きく異なっていることが判明した。
 そこで本章では,HbAの自動酸化速度をpH5から11までの広い領域にわたって詳細に測定し,各一次
 反応曲線から得られる毎値(α鎖の自動酸化速度定数)とん,値(β鎖の自動酸化速度定数)を溶液のpHに
 対してプロットしてみた。その結果,α鎖もβ鎖もpH9付近に極小値を持ちながら,アルカリ側では全
 く同じ挙動を示すものの,酸性領域での自動酸化速度には大きな差違が現われてきた。そこでこのような
 α鎖とβ鎖のpH依存曲線の違いを明らかにするために,ミオグロビンの場合に用いられた速度論を適用
 して種々の反応モデルを組み立て,最小二乗法による数値解析を行った。
 まず,テトラマー中のα鎖のpH依存曲線については,その自動酸化反応は「酸触媒性二状態モデル
 ("acid-catalyzedtwo-sもaLemodel")」によって説明でき,水素イオンが触媒する求核置換過程が自動
 酸化反応の大部分を押し進めていることがわかった。そして,この過程にはp瓦二6,2を示す遠位His残
 基(α一58)が関与しているものと考えられた。
 一方,テトラマ一中のβ鎖のpH依存曲線はα鎖の場合とは異なり,「二状態モデル("もwo-state
 modeU')」によって最もよく記述できる。その結果,β鎖は一次構造上ではα鎖と同様に遠位His残基
 (β一63)を有しているにもかかわらず,その自動酸化反応には遠位Hisを介した「酸触媒過程」は全く含
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 まれていないことが明らかとなった。しかし,pK、=5.0を示す或る解離基(A一)のprotonationによっ
 て,自動酸化速度が増大することも事実である。なお,この解離基については,そのpκ、値から判断し
 てカルボキシル基かイミダゾール基であろうと考えられるが,その同定は今後に残された課題である。
第四章総合考察
 これまでの結果を総合すると,HbAでみられる自動酸化反応の二相性は次のように考えることができ
 る。まずα鎖では,結合酸素は遠位His残基との間に水素結合を形成することによって安定化されるが,
 その一方で,ヘムポケット内に侵入してきたプロトン(H+)が,遠位His残基を介してのプロトン・リ
 レー機構により,酸触媒として作用するので,α鎖の自動酸化速度は水素イオン濃度の増加とともに著し
 く増大するものと考えられる。一方,β鎖では,結合酸素と遠位His残基との間には水素結合は形成さ
 れず,従って遠位Hisを介しての「酸触媒」は起こらないために,自動酸化速度はα鎖よりも遅くなっ
 ているものと考えられる。
 実際,HbO2のx線結晶解析データによると,α鎖に結合した酸素分子は遠位His残基(α一58)との
 間に水素結合を形成しているが,β鎖の場合は遠位His残基(β一63)の位置にずれが生じ,結合酸素と
 水素結合を形成することはできなくなっている(Shaallan,1982)。
 ところで,このようなα鎖とβ鎖の違いが,両鎖本来の性質によるものなのか,あるいはテトラマーを
 形成することによって,その本来の性質が変調されたものなのかは,本研究において最も興味のある問題
 点となる。このことを調べるために,PCMBを用いてα鎖とβ鎖とを単離し,それぞれの自動酸化速度
 を測定してみた。その結果は驚くべきことに,単離したα鎖(α“α2)とβ鎖(β4)の自動酸化反応に
 は,いずれも「酸触媒過程」が含まれていて,しかも同様なpH依存曲線を示すことがわかった。このこ
 とからβ鎖の遠位His残基は,本来はα鎖と同じように結合酸素と水素結合を形成しうる位置にあるの
 で,この残基を介しての「酸触媒過程」も十分に可能である。しかし,β鎖がα鎖と会合してα2β2のテ
 トラマーを形成すると,遠位His残基の位置に「ずれ」が生じ,その結果自動酸化反応における「酸触
 媒過程」が消失してしまうものと考えられる。
 MbO2やHbO2においては,上記の「酸触媒過程」が自動酸化反応の大部分を押し進めていることを
 考え合わせると,Hbはα2β2のテトラマー構造をとることによって,その自動酸化性を著しく抑制して
 いることになる。すでに述べたように,HbO2の自動酸化速度は,MbO2に比べて非常に遅く抗酸化性
 を示しているが,これはHbの各サブユニットに本来備わっている性質ではなく,αとβの異種鎖が集合
 してテトラマー構造(α2β2)をとることによって,初めて獲得した性質であると考えてよい。これまで,
 Hbがテトラマー構造をとることの生理学的意義は,もっぱら酸素結合過程での協同性(cooperativity)
 の発現に求められてきた。しかし,Hbがヘム鉄(n)の自動酸化反応に抗して,出来るだけ安定に結合
 酸素を保持する上でも,α2β2のテトラマー構造が必須なものであることが本研究により初めて明らかに
 なった。
 一312一
一「
薄
⊥ 論文審査の結果の要旨
 敦賀美恵提出の論文はヒトのヘモグロビンを用い,そのオキシ型(HbO2)からメト型(metHb)への
 自動酸化反応を解析することによって,ヘム鉄に結合した酸素分子の安定性を速度論的に見積もることを
 目的としたものである。
 ヒト成人血の主成分であるHbAはα2β2の四量体から成り,それぞれのsubunitに酸素が一分子ずつ
 結合することによって,酸素運搬の機能を果たしているヘムタンパク質である。ところでHbが酸素分子
 を可逆的に結合できるのは,そのヘム鉄の原子価が二価のときだけである。しかし,生成されたオキシ型
 のヘモグロビン(HbO2)は決して安定ではなく,結合酸素の強い酸化力によって容易に酸化され,その
 結果0百の放出を伴って,ヘム鉄の原子価が三価の状態のメ1・型(metHb)となり,酸素結合能を失って
 しまう。
 そこで本論文では,まず,ヒトの血液から赤血球を集め,それを溶血した後,硫安分画とDEAE-
 celluloseカラムクロマトグラフィーなどを行って,HbAのオキシ型を単離精製した。次に35℃,0.1M
 buffer,pH6.5,1mMEDTA存在下でHbO2の自動酸化速度を測定してみると,その一次プロットは
 顕著な二相性を示し,速い速度成分(/0f)と遅い速度成分(ん,)からなることがわかった。なお,p-CMB
 を作用させたゲル上での分離実験からんfはα鎖の,ん、はβ鎖の自動酸化速度に対応することを明らかに
 している。
 ところで四量体であるHbO2は,その濃度を順次希釈していくとα2β2からαβダイマーへと解裂する
 が,その際の自動酸化速度は,α鎖に対癒するんf値のみが次第に増大して行くものの,β鎖の自動酸化
 速度に対応するん、値はほぼ一定の値を示した。さらに,pH8.5以上のアルカリ領域は,酸性領域でみら
 れた二相性の酸化速度は完全に消失し,ヘム濃度の希釈効果も認められない。
 次に,HbO2の自動酸化反応を35℃,0.1Mbuffer,1mMEDTAでpH5から11までの広い領域に渡っ
 て詳細に測定した。その結果,各反応曲線から得られる二つの速度成分(彪値とん、値)をpHに対して
 プロットすると,二つのpH依存曲線は大きな違いを示した。そこで,種々の反応モデルを設定して最小
 二乗法による数値解析を行った結果,四量体中でのα鎖の自動化反応は「酸触媒性二状態モデル」で説明
 でき,水素イオンによって触媒される素反応過程が反応の大部分を押し進めていることが分かった。そし
 て,この過程にはpκ56.2を示す遠位ヒスチジン残基(α一58)が関与していると考えられた。
 一方,テトラマー中でのβ鎖のpH依存曲線はα鎖の場合とは異なり,その速度式には酸触媒項が含ま
 れていない。β鎖も一次構造上では,α鎖と同様に遠位ヒスチジン残基(β一63)を有しているにも関わ
 らず,その自動酸化反応には遠位ヒスチジン残基を介した「プロトン・リレー」機構が発現されていない
 ことになる。この原因としては,四重体(α2β2)を形成することによって,β63-Hisに位置のずれが生
 ずるためと考えられる。なお,単離したα鎖とβ鎖の場合は共に強い酸触媒性が認められるので,HbO2
 中でみられるα鎖とβ鎖の違いは,異種間鎖が集合することによって誘起される性質であることを初めて
 明らかにした。最後に,酸素運搬体としてのヘモグロビン分子がα2β2の四量体を形成することの生理学
 的意義についても言及している。
 以上,本論文は,本人が自立して研究活動を行うのに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。
 よって,敦賀美恵提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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